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(57) Abstract: The invention is related with the chemical synthesis for increase the growth rate in marketable fish and custracean. 
The aim of this invention is supply GHRP-6 to induce directly or indirectly the release of growthing hormone or like, to produce the 
increase of circulating growthing hormone level in the blood of the fishes. The peptide is stable, soluble and biologically active. The 
peptide is able to stimulate growth, improve the larvae quality, and increase the defense against pathogen agents, the dry weight, the 
protein concentration and the RNA in muscle of fish and crustaceans. 

(57) Res u men: La invencion esta relacionada con la sfntesis quimica con vistas a aumentar la tasa de crecimiento de peces y crust£- 
ceos comercializables. El objetivo de la invenci6n es el suministro de GHRP-6 para provocar directa o indirectamente la liberaci6n 
de hormona de crecimiento o similar y producir el aumento del nivel de hormona de crecimiento que circula en la sangre de los peces. 
El p^ptido es estable, soluble y bioldgicamente activo. El pSpudo es capaz de estimular el crecimiento, de mejorar la calidad de las 
larvas y de aumentar las defensas contra agentes pat6genos, el peso seco, la concentraci6n de protefnas y el ARN en el musculo de 
peces y crustaceos. 
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Metodo para la estimulacion del crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos. 



Sector Tecnico 

5 La invention est£ relacionada con la aplicacion de la sfntesis qufmica para incrementar la 
eficiencia del crecimiento de peces y crustaceos de valor comercial. La sfntesis de 
peptidos analogos del tipo Leu-encefalina y Met-encefalina ha sido reportada y se ha 
demostrado su capacidad de estimular la liberation de la hormona de crecimiento en 
mamfferos y aves (Bowers C, Momany, G, Reynolds G and A. Hong. 1984. 
1 0 Endocrinology .114:1 537-45). 

Arte Previo 

Estudios para entender la relacion estructura-actividad de peptidos liberadores de la 
hormona de crecimiento han sido desarrollados en mamfferos y aves, identificandose 
que el hexamero GHRP-6 (His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH 2 ), es extremadamente 
15 potente y seguro para provocar la Iiberaci6n de la hormona de crecimiento, incluso en el 
hombre (Bowers C, Momany, G, Reynolds G and A. Hong. 1984. Endocrinology . 114: 
1537-45), sin embargo no existen reportes previos del uso de este compuesto en 
organismos acuaticos. 

Teniendo en cuenta que no existen evidendas en crustaceos, hasta el presente, de que 
20 exista una cascada de senates que intervienen en la estimulacion del crecimiento 
(hipot£lamo-hipofisis-6rgano bianco), se muestra por primera vez, que el p6ptido GHRP- 
6, por si solo es capaz de ejercer una funci6n biologica similar en crustaceos. 

La acuicultura es dominada por la production de peces de agua dulce; sin embargo 
desde la pasada decada se ha incrementado el aporte de algas marinas, moluscos y 

25 crustaceos a la producci6n global de la acuicultura. Una mejor comprension de la 
genetica, reproduccitin, nutrition y fisiologfa del organismo seleccionado es el primer 
paso para contribuir en su desarrollo productivo (Gomez-Chiarri M, Smith GJ, de la 
Fuente J and Powers DA. 1998. In de la Fuente J and Castro FO, editors. Gene transfer 
in aquatic organisms. Austin, Texas: RG Landes Company and Germany: Springer 

30 Ver!ag;p.107-125). 

El conocimiento de las caracterfsticas moleculares de las hormonas con influencia en el 
crecimiento de especies marinas de importancia econ6mica puede ser utilizado para 
alcanzar un mejor comportamiento productivo de estas especies en cultivo. 
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Como ejemplo de lo anteriormente expresado se puede mencionar el uso de la hormona 
liberadora de la gonadotropina (GnRH) y un antagonista del receptor de la dopamina 
utilizado por Silverstein y colaboradores en 1999 (Silverstein JT., Bosworth BG. and 
Wolters WR. 1999. Journal of the World Aquaculture Society. Vol. 30, No.2, June, 263 - 
5 268), para regular e indudr la reproduction en pez gato (Ictalarus punctatus), especie de 
gran importancia econdmica en la acuicultura mundial. 

Otro resultado interesante de la utilizacion de peptidos sinteticos para el aumento de la 
productividad en animales de granja, fue lo reportado por Hashizune y colaboradores en 
1997 (Hashizume T., Sasaki M. ( Tauchi S. and Masuda H. 1997. Animal Science and 
10 Technology. Vol. 68, No.3, March, 247-256) cuando demostraron la induction de la 
hormona de crecimiento en cabras por la aplicacion de inyecciones con un nuevo peptido 
sintetico liberador de la hormona de crecimiento. 

El suministro de hormonas como la insulina ha sido ensayada tambien en peces de 
forma oral demostrandose que produce cambios en senates de receptores y hormonas 
15 que intervienen en la adaptation de las carpas a diferentes temperatura (Vera Ml., 
Romero F., Figueroa J., Amthauer R., Leon G., Villanueva and Krauskopf M. 1993. 
Comp. Biochem. Physiol. Vol.1 06A, No.4, 677-682) 

En mamfferos tambten se han estudiado otras variantes sinteticas de p6ptido liberador 
de hormona de crecimiento, como el reportado en 1 995 por Patchett y colaboradores con 

20 el p6ptido MK-0677, designado como potente activador oral de la hormona de 
crecimiento en perros, sin provocar efectos en los niveles de tirosina y prolactina 
despuSs de su aplicacion (Patchett AA., Nargund RP., Tata JR., Chen MH., Barakat KJ. t 
Johnston DBR., Cheng K., Chan WWS., Butler B., Hickey G., Jacks T., Schleim K., Pong 
SS., Chaung LYP., Chen HY., Frazier E„ Leung KH., Chiu SHL. and Smith RG. 1995. 

25 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol.92, 7001-7005) 

Tambten se han ensayado hormonas iiberadoras de la hormona de crecimiento en vacas 
con fines de incremento de la produccion de leche, ya que el aumento de los niveles 
circulantes de GH, estimula entre otras cosas la produccion de leche (Soliman EB., 
Hashizume T., Ohashi S. and Kanematsu S. 1997. Domestic animal endocrinology. 
30 Vol.14(1), 39-46) 

En peces no existen reportes anteriores de la utilizacion del peptido GHRP-6, por lo que 
su utilizaci6n para estimular crecimiento, aumentar sobrevida, aumentar la resistencia a 
agentes patogenos que se reportan en este documento constituyen una gran solucion 
para la potenciacion y aumento de la productividad del cultivo de organismos acuaticos. 
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Aunque se han dado pasos de avance en la domestication y cruzamiento genetico de 
algunas especies de camarones como son Penaeus japonicus y LJtopenaeus vannamei, 
no ha existido un progreso suficiente, por la falta de comprensi6n de los procesos 
geneticos y bioqufmicos de estas especies (Benzie, J.A.H., 1998. Penaeid genetics and 

5 biotechnology. Aquacuiture 164, 23-47; Fjalestadl, K.T., Carr, W.H., Lotz, J.L., Sweeney, 
J.N., 1999. Aquacuiture 173, 10), por lo que una de las aplicaciones con mayor 
importancia en los camarones peneidos podria ser la ingenieria genetica enfocada al 
mejoramiento del crecimiento y ai aumento de su resistencia a agentes patogenos 
(Bachere, E., Mialhe, E., Noel, D., Boulo, V., Morvan, A., Rodriguez, J. (1995) 

10 AquacultureAZl, 17-32). 

Se concierne en esta invention que el peptido GHRP-6 es capaz por si solo de estimular 
el crecimiento, mejorar la calidad de las larvas, aumentar las defensas contra agentes 
patogenos, aumentar el peso seco, concentration de protemas y ARN en el mdsculo de 
peces, crustaceos y moluscos . 

IS Ventajas de la solucion propuesta 

En la presente invention se presenta por primera vez la utilization del peptido GHRP-6 
para la estimulacion del crecimiento y la resistencia a agentes patogenos y otras 
enfermedades. Se demuestra ademSs que el secretagogo GHRP-6 por si solo estimula 
el crecimiento en peces y crustaceos mediante la inyeccion, por la via oral o por 
20 inmersion. Se demuestra adem£s su efecto en la defensa contra agentes patogenos, el 
incremento del peso seco en el mGsculo de los organismos acuaticos tratados, el 
aumento de la concentration de protelnas y ARN en el tejido y el mantenimiento de los 
eritrocitos como demostracion de su inocuidad en tilapia. 

Breve Descrlpcion de las Figuras 

25 Figura 1. Niveles de GH en suero y de ARN mensajero de IGF-I enhfgado de tilapias 
juveniles inyectadas con el secretagogo GHRP-6. Cada grupo de tres animales fue 
inyectado intraperitonealmente. Muestras de suero y hfgado fueron tomadas a los 15, 30, 
60 y 360 minutos despues de la inyecci6n. Muestras de suero fueron tomadas de cada 
animal antes de la inyeccion. * diferencia significativa sobre el grupo control (p < 0.001 

30 ANOVA, Duncan test). tiGH: Hormona de crecimiento de tilapia. Las barras indican el 
error estendar. 

Figura 2. Crecimiento neto y espetifico de las tilapias tratadas con el peptido GHRP-6 
por via intraperitoneal y un grupo control durante tres semanas. * t-test p = 0.029. Las 
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barras indican la variacion en el peso ± el error estandar (ES) y los triangulos la 
velocidad especffica de crecimiento de ambos grupos. 

Figura 3. Crecimiento neto y especffico de las tilapias tratadas con el peptido GHRP-6 
por via oral en solucion acuosa y su grupo control. La duracion del experimento fue de 

5 tres semanas. * t-test p = 0.015. Las barras indican la variacion en el peso (±ES) y los 
triangulos la velocidad especffica de crecimiento de ambos grupos (±ES) 
Figura 4. Crecimiento neto y espedfico de las tilapias tratadas con el peptido GHRP-6 
encapsulado por via oral y su grupo control. La duracion del experimento fue de tres 
semanas. * West p = 0.05, ** t-test p=0.007. Las barras indican la variacion en el peso 

10 (±ES) y los triangulos la velocidad especffica de crecimiento de ambos grupos (±ES) 

Figura 5. Experimento de crecimiento en camarones Litopenaeus schmitti tratados con el 
peptido GHRP-6. A: Perfil de aumento del peso en miligramos de los camarones en los 
tres grupos tratados con el peptido y el grupo control. B: Perfil de aumento del largo en 
milfmetros de los camarones en los tres grupos tratados con el peptido y el grupo control. 

15 C: Distribution de la frecuencia absoluta de las ramificaciones branquiales de tres 
grupos tratados con el peptido y el grupo control. D: Distribuci6n de la frecuencia 
absoluta de las modificaciones rostrales de tres grupos tratados con el peptido y el 
grupo control. 

I, II ,111: Grupos tratados con diferentes concentraciones de peptido. 
20 Control Grpo tratado con BSA. 

*** p<0.001. Las barras indican la variacion en el peso (±DS). ANOVA seguido por un 
DUNCAN en el caso de la talla y el peso. Kolmogorov-Smmirnov en las ramificciones 
branquiales y modificaciones rostrales. 

Figura. 6 Perfil del peso seco en animates tratados con el peptido y controles. *** t-test 
25 p<0.001 . Las barras indican la variacion en el peso (±DS). 

Figura. 7 Relaciones entre RNA, Protefna y DNA. Como se observa en la figura hay 
diferencias significativas lo que dice de la hipertrofia de estos parametros en los 
animates tratados con peptide*** t-test p<0.001. Las barras indican la variacion en el 
peso (±DS). 

30 Figura 8. Crecimiento neto en condiciones de production de camarones tratadas con 
banos de inmersion con el peptido GHRP-6 en su estadio larval y el grupo control con 
BSA. La duraci6n del experimento fue de seis semanas. *** t-test p<0.001. Las barras 
indican la variacion en el peso (±DS). 
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Description detallada de la invencion 

Para demostrar la estimulacion del crecimiento, en organismos acuSticos, m£s 
espedficamente en peces, crustaceos y moluscos, empleando solamente el hexapeptido 
GHRP-6 "Growth hormone release peptide" de secuencia: His-[>Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys- 
5 NH 2l primeramente se demostro que en peces era capaz de efectuar una actividad 
biologica similar a la mostrada en mamiferos y aves (Bowers C, Momany, G, Reynolds G 
and A. Hong. 1984. Endocrinology . 114: 1537-45). 

Para ello se suministraron inyecciones del peptido a tilapias juveniles y se obtuvieron 
muestras de suero e higado de las mismas a diferentes tiempos, demostrandose como al 
10 igual que en mamiferos y aves, despues de la inyeccion del peptido aumentan los niveles 
circulantes de la hormona de crecimiento en suero a los 15 minutos y media hora 
despues se observo un aumento del ARN mensajero del IGF-l en higado (Ejemplo 1). 

Teniendo en cuenta que no existen evidencias hasta el presente, de que la cascada de 
las seftales que intervienen en la estimulaci6n del crecimiento, hipotalamo-hipofisis- 
15 organo bianco (higado), se conserve exactamente igual en los organismos acuaticos que 
en mamiferos y aves, se muestra por primera vez que el peptido GHRP-6 por si solo y 
administrado por diferentes vias es capaz de ejercer su actividad en peces. 

Se realizaron experimentos de comparacion del crecimiento en tilapias juveniles, 
administrSndole a un grupo experimental el GHRP-6 y al grupo control se le administro 
20 solucion salina en cada caso en dependencia de la via de administracion. Se utilizaron 
tres vias de administracion: a) lnyecci6n intraperitoneal; b) Oral; c) Inmersion. 

En los tres casos se observ6 un incremento significativo del aumento del peso diario de 
las tilapias tratadas con el peptido GHRP-6 en comparacion con su grupo control en cada 
caso. (Ejemplo 2) 

25 Otro experimento de gran valor para demostrar el efecto del peptido GHRP-6 en peces 
fue demostrar su aplicabilidad en tilapias de 1 mg de peso por via de la inmersion y 
estudiar el efecto que este provocaba en la defensa contra los patogenos y en la calidad 
de su musculo (Ejemplo 3) 

Los resultados muestran que el grupo de tilapias tratadas con el p&ptido incremento 
30 significativamente su peso, mostro menor fndice de intensidad y extension de la invasion 
de agentes pat6genos que el grupo control y presento menor contenido de agua en su 
musculo asi como mayor concentration de protelnas lo que sugiere que el aumento de 
peso provocado por el p6ptido induce un aumento de la smtesis proteica y no un 
aumento del contenido deagua en su mtisculo 
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El secretagogo GHRP-6 tambien fue ensayado en camarones Utopenaeus scmitti, 
demostrandose que era capaz por si solo de estimular el crecimiento en crustaceos a 
partir de su aplicacion por varias tres vfas de administration: a) Inyecci6n intramuscular; 
b) Oral; c) Inmersion (Ejemplo 4). 

5 El secretagogo GHRP-6 fue ensayado en camarones Litopenaeus schmitti, 
demostrandose que era capaz de estimular el crecimiento en camarones a partir de su 
aplicacion de 4 banos de inmersi6n, en diferentes estadios larvales. Al terminar el cicio 
de cultivo de las larvas en un centro de desove, los grupos tratados con dosis similares a 
tilapia presentaban una mayor calidad. Esto estaba evidendado en un incremento en 

10 peso, incremento en la talla, un mayor ntimero de pares de ramificaciones branquiales y 
modificaciones rostrales, un menor contenido de agua en el mOsculo de los animales y 
mayor concentraci6n de ARN proteina en el musculo lo que evidencio una mayor 
actividad metabolica. 

Las lan/as tratadas con el peptido y el control fueron sembradas en estanques de tierra 
15 para ver su comportamiento productivo. El dfa de la cosecha de los estanques los 
animales tratados con el peptido mantuvieron el incremento del peso, de la talla y una 
mayor homogeneidad en el peso y la talla en este grupo al compararlos con el control. 

(Ejemplo 5) 

El secretagogo GHRP-6 fue ensayado en camarones Litopenaeus schmitti, 
20 demostrandose que es capaz de estimular el crecimiento en camarones mediante la 
inyeccion intramuscular, en camarones adulos. Al concluir los 15 dias del experiment el 
peptido inyectado estimulo el crecimiento de los individuos entre un 1 00 - 1 50 % respecto 
al control. Con diferencias significativas (p<0.001). 

(Ejemplo 6 y 6.1) 

25 El secretagogo GHRP-6 fue ensayado en camarones Litopenaeus schmitti, 
demostrandose que es capaz de estimular el crecimiento en camarones por via oral, en 
larvas de camaron. El p6ptido GHRP-6 incluido en la dieta incremento el crecimiento de 
los camarones entre un 30 - 40 % respecto al control. Con diferencias altamente 
significativas (p<0.001). El secretagogo GHRP-6 bioencapsulado en Artemia salina 

30 incremento el crecimiento de los individuos entre un 30 y un 40 % respecto al control. 
Con diferencias altamente significativas (p<0.001). 
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EJEMPLOS DE REALIZACION 

Eiemplo 1. Demostracion de la actividad bioloaica del GHRP-6 en peces. 

Se determinaron los niveles de ARN mensajero del IGF-I en hfgado de tilapias 
inyectadas intraperitonealmente con GHRP-6, asf como se monitored los niveles de GH 
5 en los mimos animales en el tiempo, demostrandose que el GHRP-6 era capaz en peces 
de estimular la presencia de la GH circulante en sangre y como respuesta a esta de 
incrementar los niveles del ARN mensajero del IGF-I despues de media hora de la 
inyeccion del peptido (Figura 1). 

Quince tilapias de peso promedio 71 ± 28g fueron utilizadas para el experimento. El 
10 peptido GHRP-6 fue inyectado a una concentraci6n de 0.1 ^g/gbw (microgramos de 
peptido por gramo de peso del animal). Las muestras de hfgado y sangre se colectaron 
antes del tratamiento y 15, 30, 60 y 360 minutos despu§s de la inyeccion del peptido (se 
utilizaron tres animales en cada tiempo). El suero y la sangre fueron congelados y 
guardados a -70°C hasta que se fueron utilizados para el ELISA para la cuantificacion 
15 de la GH circulante o para la extraccidn del ARN mensajero en el caso del hfgado para la 
cuantificacion por Southern blotde los niveles de IGF-I. 

El ARN total del hfgado de las tilapias utilizadas en el experimento fue purificado segun 
el protocol© descrito por Chomczvnski v Sacchi . 20 jig de ARN total fueron aplicados y 
corridos en un gel de agarosa - formaldehido del 1%, finalmente fueron transferidos a 
20 una membrana de Nylon (Hybond N, Amersham UK) y hibridadas con una sonda 
marcada correspondiente al ADN complementario del IGF-I de tilapia £61 y seguidamente 
re-hibridado con una sonda del gen humano de la gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenesa 
(GADPH, gentilmente donado por el Dr. Bryan Williams, Cleveland Foundation, OH, 
USA), para la normalizaci6n de las senates. 

25 Las senales de la hibridacion fueron cuantificadas a partir del procesamiento digital de la 
imagen de la radiografia, utilizando el "Hewlett Packard Scanjet Plus scanner. Las 
im£genes fueron procesadas con el programa de computation "Bandleader". 

Los niveles de GH en el suero de las tilapias inyectadas fueron medidos por un ELISA, 
utilizando dos anticuerpos monoclonoles contra la tiGH (Munoz y cols, en preparation). 

30 Eiemplo 2. Experimento de crecimiento en tilapias juveniles tratadas con GHRP-6 

2.1 Aceleracion del crecimiento en tilapias tratadas con GHRP-6 por vfa intraperitoneal 

(ip) 

El pfeptido GHRP-6 (BACHEM, Suiza) fue diluido en solution tampdn de fosfato de sodio 
(PBS) e inyectado dos veces a la semana durante tres semanas a 0.1 jog de peptido/ g 
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de peso humedo de cada pez (gbw). El peptido fue aplicado a un grupo de 8 tilapias 
machos con peso promedio de 61.41 ± 14.36 g y se utilizo un grupo control de 7 tilapias 
machos con peso promedio de 61.58 ± 29.67g el cual recibio PBS. Se midio el peso 
promedio cada semana (Figura 1). Todos los animates del experimento fueron marcados 
5 con microchips (Stoelting Co. Wood Dale, E.U.). 

2.2 Aceleracion del crecimiento en tilapias tratadas con GHRP-6 por via oral 

Para la administration por via oral del peptido GHRP-6 se realizaron dos experimentos. 
El primero administrando el peptido en forma Ifquida disuelto en PBS y el segundo 
administrando el peptido en forma de pequenas perlas encapsulado en alginate decalcio 
10 segtin el protocolo previamente publicado por Knorr y colaboradores en 1988. (Figuras 2 
y 3 respectivamente) En ambos experimentos se utilizaron grupos controles a los cuales 
se le administro solucion salina y en todos los casos se utilizaron tilapias entubadas 
hasta la cavidad faringea. 

2.2.1 Peptido en solucion acuosa 

15 El pSptido GHRP-6 (BACHEM, Suiza) fue diluido en PBS y administrado vfa oral a traves 
de un tubo plastico hasta la cavidad farfngea a un grupo de 7 tilapias machos que tenfan 
un peso promedio de 84.66 ± 12.2 g. Se tomo un grupo control de 7 tilapias machos con 
peso promedio de 86.38 ± 6.26g, al cual se le suministro PBS en las mimas condiciones 
que al grupo tratado con el peptido. El tratamiento se realizo dos veces por semana, 

20 durante tres semanas, administrandole una dosis de 0.1 \ig de p6ptido/g de peso 
humedo de cada pez (gbw) Se midi6 el peso promedio cada semana (Figura 2). Todos 
los animates del experimento fueron marcados con microchips (Stoelting Co. Wood Dale, 
E.U.). 

2.2.2 P6ptido encapsulado 

25 Para la encapsulation del peptido se obtuvieron las capsulas segtin lo reportado por 
Knorr y colaboradores en 1988. El hexap6ptido encapsulado fue administrado a traves 
de un tubo pISstico a la cavidad faringea a siete tilapias con un peso promedio de 89.09 
± 8.38g. Perlas de polimero sin el peptido GHRP-6 fueron suministrados por la misma via 
al grupo control consistente en siete tilapias machos de peso promedio de 89.86 ± 

30 13.54g. El tratamiento se realizd dos veces por semana durante tres semanas 
administrando en cada ocasi6n 0.1 jig/gbw. 
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Eiemplo 3. Estimulacion del crecimiento en tilaoias (Oreochrvmis sb) mediante el peotido 
GHRP-6 via inmersion 

Se realizo la evaluaddn del crecimiento en tilapia Oreochrvmis sp. de 1 .5g utilizando el 
peptido GHRP-6 en dosis de 10 mg/100ml y de 100 mg/100ml, tambten se determino el 
5 valor de hematocrito para tener una idea sobre el estado de la bioqufmica sanguinea en 
los animales tratados con respecto a los controles. 

En este mismo experimento se estudio la presencia de Trichodinicos y helmintos 
mongeneos en los animales utilizados en el ensayo, para observar y comparar la 
intensidad y la extension de la invasion de estos agentes patogenos en los grupos 
10 tratados. 

Por Ultimo se realizo un estudio de la concentration de protefna y del porciento de 
humedad en el mOsculo de las tilapias estudiadas. 

Tres grupos con tres replicas de 15 animales de un mismo desove, con un promedio de 

peso inicial de 1g fueron escogidos para el ensayo, para lo cual se utilizaron 9 tanques 
15 de 40L Todos los animales se trataron con el p6ptido via inmersi6n una vez por semana 

durante 15 minutos por 45 dfas y el grupo control recibio la misma manipulation y la 

inmersion se les realizo en so!uci6n salina. 

Los grupos y tratamientos se distribuyeron de la siguiente forma: 

Grupo 1 10 |ng/100ml (Tratamiento 1) 
20 Grupo 2 1 00 [xg /1 00ml (Tratamiento 2) 

Grupo 3 Control negativo (Solucion salina) 



Tabla 1. Estudio del peso. Experimento de inmersidn con el pSptido GHRP-6 en tilapias 
de 1g de peso en un periodo de45 dfas. 



Tratamientos 


n 


Media del peso (g) 
±DS 


Comparacion 
entre grupos 


Diferencia 


Grupo I 
10 pg/IOOmL 


25 


4.56±1.07 


Ml 


0.01454 


Grupo II 
100ng /100 ml_ 


25 


4.54±1.38 


ll-lll 


1.07177* 


Grupo III 
Solucion salina 


25 


3.47±1.52 


lll-l 


1.08632* 



*Diferencia significativa estadfsticamente. Se le aplicd el test de rangos mdltiples a las muestras 
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Tabla 2. Estudio de los valores de! Hematocrito. Experimento de inmersion con e! p6ptido 
GHRP-6 en tilapias de 1g de peso en un perfodo de 45 dias. 



Tratamientos 


n 


Media del 
nematocnio ± uo 


Comparacion 

ontro nninnc 

enire yrupua 


Comparacidn 


Grupo I. 
10jig/100mL 


15 


27.46±4.53 


■—it 


(2.4)* 


Grupo II 
100pg /100mL 


15 


25.06±5.25 


n-iii 


(1-0)* 


Grupo III 
Solucion salina 


15 


26.46+4.08 


m—i 


(1.4)* 



5 *No hay diferencias significativas entre los grvpos. Se le aplicd el test de rangos multiples 
a las muestras 



Tabla 3. Resultados de la intensidad de la invasion (I) y la extension dela invasion (E) en 
los organismos tratados, para el protozoo cutaneo Trichodina sp._Experimento de 
10 inmersion con el peptido GHRP-6 en tilapias de 1g depeso en un perfodo de45 dlas. 



Tratamiento 


n 


l a 


E (%) b 


Comparaci6n 
entre grupos 


Comparacion 
estadistica 


Grupo I. 
10pg/100 ml_ 


25 


7.73 


100 


l-ll 


(4.42) ! 


Grupo II 
100ug /100 ml_ 


25 


2.80 


84.6 


II— 111 


(5.84)* 


Grupo III 
Solucion salina 


25 


8.76 


92.30 


lll-l 


(1.42) 



a l: Intensidad de la invasidn 
b E: Extension de la invasidn 

*Diferencia significative estadfsticamente. Se le aplicd el test de rangos multiples a las muestras 
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Tabla 4. Resultados de la intensidad de la invasion (I) y la extension de la invasion (E) en 
los organismos tratados segtin los valores del conteo de Helmintos monogeneos 
5 encontrados en las branquias de cada pez. Experimento de inmersion con el peptido 
GHRP-6 en tilapias de 1g de peso en un periodo de 45 dfas. 



Tratamiento 


n 


l a 


E (%) b 


Comparacibn 
entre grupos 


Comparacion 
estadistica 


Grupo I. 
10ug/100mL 


25 


0.39 


34.7 


Ml 


(0.304) 


Grupo II 
100Mg/100mL 


25 


0.66 


50 


II— 111 


(0.521) 


Grupo III 
Solucion salina 


25 


1.07 


46 


III— I 


(0.826)* 



*Diferencia significativa estadfsticamente. Se le aplicd el test de rangos mOltiples a las 
muestras 



10 Tabla 5. Valores del porciento de humedad en el tejido muscular. Experimento de 
. inmersion con el peptido GHRP-6 en tilapias de 1g de peso en un periodo de45 dfas. 



Tratamiento 


n 


Media de la humedad ± 
DE (%) 


Comparaci6n 
entre grupos 


Comparacion 
estadistica 


Grupo I. 
10ug/100 mL 


24 


82.96±3.63 


i-ll 


(0.791) 


Grupo II 
100ug /100 mL 


24 


83.5+3.31 


II— 111 


(2.666)* 


Grupo III 
Solucion salina 


24 


86.42+3.23 


lll-l 


(3.458) 



*Diferencia significativa estadfsticamente. Se le aplicd el test de rangos multiples a las muestras. 
DE: desviacfdn estandar. 



15 Tabla 6. Valores de la concentration de protefnas en el tejido muscular. Experimento de 
inmersitin con el peptido GHRP-6 en tilapias de 1g de peso en un periodo de45 dfas 



Tratamiento 


n 


Media de la concentracidn 
de protefnas ± DE 


Comparacion 
entre grupos 


Comparaci6n 
estadistica 


Grupo I. 
10ug/100mL 


23 


6.10 


l-ll 


(1.160)* 


Grupo II 
100ug /100 mL 


23 


4.94 


ll-l II 


(1.38)* 


Grupo III 
Solucion salina 


23 


3.55 


lll-l 


(2.64)* 



*Diferencia significativa estadisticamente. Se le aplicd el test de rangos multiples a las muestras. 
DE: desviacidn estendar. 
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Eiemplo 4. Experimento de crecimiento en camarones Litooenaeus sch mitti por banos de 
inmersion con el peptido GHRP-6. 

Se tomaron cuatro gnjpos de larvas camarones se les aplicaron cuatro banos de 
5 inmersidn, uno cada tres dfas de una hora de duradon con diferentes concentraciones 
del peptido GHRP-6 a tres de ellos y un grupo se tomo como control Las 
concentraciones del peptido utilizadas fueron: 0.001, 0.01 y 0.1 mg/L f en los grupos I, II y 
III respectivamente, al grupo control se le dio la misma frecuencia de banos de inmersion 
con BSA a 1 mg/L. 

10 Como resultado se observ6 que el grupo tratado con la mayor concentration de peptido 
0.1 mg/L, se mejoraba la calidad de las larvas de los camarones Litopenaeus schmitti 
Esto estaba evidendado en un incremento en peso del 125-153 %, de un 15-26% de 
incremento en la taila, un mayor niimero de pares de ramificaciones branquiales y 
modificaciones rostrales para cada parametro se realiz6 el test estadfstico 

15 correspondiente encontr£ndose en todos los casos diferencias altamente significativas 
(Figura 5). Ademas se encontro que los animates tratados con GHRP-6 presentaban 
menor contenido de agua en el mOsculo y mayores valores de las relaciones RNA/DNA, 
Protefna/DNA, dando idea de lo activado del metabolismo del musculo de estas larvas 
(Figura 6 y 7). 

20 Estos resultados son de gran importancia ya que al acelerar el crecimiento del camaron 
en los estadios iniciales de su vida, provoca una mayor sobrevida en la fase del cultivo lo 
que es vital para aumentar la productividad de este crustaceo de tanto valor comercial en 
el mundo. 

La idea anterior fue corroborada en condiciones de producci6n en un aumento de la 
25 sobrevivenda del 20% en los animates tratados con GHRP-6 comparado con sus 
hermanos controles, ademas manteniendose una estimulacidn del 115% en el peso y de 
un 37% en la talla, mostrando los animates tratados con el p6ptido mayor homogeneidad 
en la talla que sus hermanos no tratados reflejandose en que el coeficiente de variation 
de solo 24% y 9% en el peso y la talla respectivamente en animates tratados con el 
30 pSptido a diferencia del 77% y 30% que se observa en el peso y la talla en los animates 
hermanos (Figura. 8). 

Eiemplo 5 Estimulacion del crecimiento en camarones mediant e la Inveccion 
intramuscular en animates de 15 q 

Las inyecciones de 50 microL del peptido GHRP-6 fueron hechas entre el primer y 
35 segundo segmento abdominal usando una jeringuilla de insulina. Las inyecciones se 
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realizaron 1 vez cada 3 dfas usando 1 microg/g de peso del peptide* GHRP-6. El grupo 
control fue inyectado con 1 microg/g de peso de BSA. Se usaron 15 animales por cada 
grupo. El efecto del peptido GHRP-6 fue estimado midiendo la longitud del carapacho 
con un pie de rey y pesadas en una pesa de 0.1 g de error. Los animales se ubicaron en 
5 bolsas de nylon (0.8 cm de luz de malla) con dimensiones de 2 x 2 x 1 (largo x ancho x 
altura) en un estanque de tierra con una salinidad de 30 g-L-1, 25 C y fotoperiodo 
natural. El efecto del peptido GHRP-6 fue estimado midiendo la longitud del carapacho 
de pie de rey y pesadas en una pesa de 0.1 g de error. 

La GHRP-6 inyectada a las diferentes concentraciones incremento el crecimiento de los 
10 individuos entre un 100 - 150 % respecto al control. Con diferencias significativas 
(p<0.001). 

Eiemplo 6 Estimulacion del crecimiento en camarones media nte la inclusion en la dieta 

El p§ptido GHRP-6 fue incluido en una dieta para postlarvas de crustaceos al 1%. El 
p6ptido GHRP-6 incluido en la dieta fue microencapsulado por un metodo de 
15 coacervacion compleja (Knorr D. and M.Daly. (1988). Process Biochemistry; 48-50). 
Posteriormente se alimentaron postlarvas de Litopenaeus schmitti con la dieta 
mencionada, asf como un control con BSA incluido en el pienso. El efecto de tiGH fue 
estimado midiendo la longitud del carapacho de las larvas y postlarvas con un 
micrometro 6ptico y pesadas en una pesa de 0.1 mg de error. 

20 El peptido GHRP-6 incluido en la dieta increment6 el crecimiento de los camarones entre 
un 30 - 40 % respecto al control. Con diferencias altamente significativas (p<0.001). 

6.1 . Encapsulaci6n en artemia 

El peptido GHRP-6 fue bioencapsulada en Artemia con las que fueron alimentadas las 
postlarvas de Litopenaeus schmitti y Litopenaeus vanameL Para bioencapsular el p6ptido 

25 GHRP-6 en la Artemia salina, se le adicion6 a una concentraci6n de 10 mg/L durante 1 
hora y se cosecharon y lavaron. Posteriormente se alimentaron las postlarvas de 
Litopenaeus schmitti con esta Artemia cuatro veces al dfa durante un mes de 
experimentaci6n. El grupo control fue alimentado con Artremia salina con BSA 
bioencapsulada. El efecto del peptido GHRP-6 fue estimado midiendo la longitud del 

30 carapacho de las larvas y postlarvas con un micrometro optico y pesadas en una pesa de 
0.01 mg de error. 

El peptido GHRP-6 bioencapsulado en Artemia salina increment6 el crecimiento de los 
individuos entre un 30 y un 40 % respecto al control. Con diferencias altamente 
significativas (p<0.001). 
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Fiemolo 7. Experimento de crecimiento en larvas de salmones (sa lmon salar) por bafios 
de inmersion con el peptido GHRP-6 

5 Se tomaron tres grupos de larvas de salmones (salmon salar) y se les aplicaron seis 
bafios de inmersion, uno cada tres dlas de una hora de duration con diferentes 
concentraciones del peptido GHRP-6 a dos de ellos y un grupo se tomo como control. 
Las concentraciones del peptido utilizadas fueron: 0.01 y 0.1 mg/L, en los grupos I y II 
respectivamente. al grupo control se le dio la misma frecuencia de bafios de inmersion 

10 con BSA a 1 mg/L. 

Como resultado se observo, que en el grupo tratado con la mayor concentraci6n de 
peptido 0.1 mg/L, se incremento en peso del 120-145 %,tomando como referenda 100% 
del grupo control y se observ6 un incremento de un 15-26% de incremento en la talla con 
respecto al grupo control. Por otra parte se encontr6 que los animates tratados con 

15 GHRP-6 presentaban menor contenido de agua en el musculo, incremento en los valores 
de las relaciones RNA/DNA, Protelna/DNA, dando idea de la activaci6n del metabolismo 
en los mOsculo de estas larvas. 

Estos resultados son de gran importancia ya que al acelerar el crecimiento de las larvas 
de salmones en los estadios larvales, provoca una mayor sobrevida en esta fase del 
20 cultivo lo que es vital para aumentar la productividad de esta especie tan importante en el 
comercio de peces en el mundo. 

Eiemplo 8. Efectividad del peptido GHRP-6 sobre el ecto parasite "sea lire" Caliausso. en 
truchas (Oncorhvnchus mvkiss). 

Truchas tratadas en sus estadios Ian/ales mediante bafios de inmersion dados cada tres 
25 dlas, en un total de 6 bafios, con el peptido GHRP-6 a concentraciones de 0.01 mg/L, 0.1 
mg/L y un grupo control, fueron puestos en jaulas de ceba en una regi6n afectada por el 
ectoparasite Caligus sp. De cada jaula se muestrearon cinco veces 20 peces a intervalos 
de una semana. Ambos grupos tratados en sus estadios larvales con el peptigo GHRP-6 
redujeron significativamente (p<0.05) la carga de chalimus y Caligus (dos tipos 
30 importantes de "sea lice") adultos en relation con el grupo control, no existiendo 
diferencia entre los grupos tratados. 



35 



WO 03/080102 



15 



PCT/CU03/00002 



REMNDICACIONES 

METODO PARA LA ESTIMULACION DEL CRECIMIENTO Y RESISTENCIA A 
ENFERMEDADES EN ORGANISMOS ACUATICOS. 

5 

1. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos caracterizado porque se emplea el peptido GHRP-6 de secuencia: 
His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH 2 . 

2. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
10 organismos acuaticos segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el peptido GHRP-6 

es anadido en formulaciones de pienso para la alimentacion de estas especies a una 
concentration entre 0.01 - 50 \xg de peptido por gramo de peso humedo del animal. 

3. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos segiin la reivindicacion 1 , caracterizado porque el peptido GHRP-6 

15 es suministrado en inyecciones periddicas con intervalos entre 1 y 7 dfas, a una 
concentraci6n entre 0.05 - 10 de peptido por gramo de peso hiimedo del animal. 

4. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos segOn la reivindicacion 1, caracterizado porque se emplea el 
pSptido en banos de inmersion a concentraciones entre 10-500 \xg de peptido por litro, 

20 con intervalos entre 1 y 7 dfas, en agua dulce o salada. 

5. Un metodo para estimular el crecimiento y resistencia a enfermedades en 
organismos acuaticos segun la reivindicaci6n 1, caracterizado porque se emplea el 
p6ptido encapsulado por via oral a una conceritracibn entre 0.05 - 10 \xg de peptido por 
gramo de peso humedo del animal con intervalos entre 1 y 7 dfas. 

256. Un m6todo segun las reivindicaciones de la 1 a la 5 caracterizado porque se emplea 
en la tilapia Oreochromis sp. 

7. Un metodo segun las reivindicaciones de la 1 a la 5 caracterizado porque se emplea 
en Salmon sp. 

8. Un metodo segtin la reivindicacion 8 caracterizado porque se emplea en camarones 
30 de las especies Litopenaeus schmitti y Litopenaeus vanamei 

9. Un metodo segiin las reivindicaciones de la 1 a la 5 caracterizado porque se emplea 
en Penaeus sp. 

1 0. Un metodo segun las reivindicaciones de la 1 a la 9 caracterizado porque se emplea 
en el tratamiento preventivo y terapeutico de infecciones parasitarias y otras 

35 enfermedades. 
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11. Un metodo segtin la reivindicacion 10 caracterizado porque se emplea en el 
tratamiento preventivo y terapeutico de infecciones parasitarias causadas por Trichodina 
sp. y Helmintos monogeneos. 

12. Un m6todo segun la reivindicacion 12 caracterizado porque se emplea en el 
5 tratamiento preventivo y terapSutico de infecciones parasitarias causadas por sealice. 

13. Un metodo segun la reivindicacion 10 caracterizado porque se emplea en el 
tratamiento preventivo y terapeutico de infecciones parasitarias causadas por 
ectoparasites. 

14. Una formulacion veterinaria para estimular el crecimiento y la resistencia a 
10 enfermedades en peces y crustaceos caracterizada porque comprende el peptido GHRP- 

6 de secuencia: His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys -NH 2 . 

15. Una formulacion segtin la reivindicacion 27 caracterizada porque puede emplearse 
en forma inyectable, oral o por inmersi6n. 
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Figura 1 
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Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 
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Figura 7 
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Figura 8 
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